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1.導入 
 生物が活動するうえで、ATP(アデノシン三リン酸)は
様々な生命現象に使われる欠くことのできないエネルギー
源である。生体内のATPの大部分はFoF1-ATP合成酵素で
合成される。FoF1-ATP 合成酵素は膜内外のプロトンの流
れと共役して c サブユニットを回転させ、c サブユニット
と結合した サブユニットの回転のエネルギーを利用して
ADP(アデノシン二リン酸)と無機リン酸(Pi)からATPを合
成する。 
 FoF1-ATP合成酵素は膜中のFo部分と膜の上に突き出し
たF1部分の2つの部位に分けられる(図1左)。F1の部分は
 3 3 複合体で、ATP合成活性とは逆のATP加水分解活性を持つため、F1-ATPaseと呼ばれる(図1右)。F1-ATPase
の サブユニットにプローブとしてビーズを結合させると、ビーズの回転として サブユニットの回転を観察する
ことができる[1]。F1-ATPase単体の加水分解反応では、 サブユニットが合成反応とは逆方向に回転することが
知られているが、外部トルクを与えて合成方向に サブユニットを強制的に回転させると、FoF1-ATP合成酵素で
の反応と同様にADPとPiからATPの合成を行う。 
 F1-ATPaseは3つの サブユニットが120°反応位相をずらして共同して働き、 サブユニットが120°回転す
る毎に サブユニットに
結合した ATP が１つ加
水分解される[2]。120°
の回転は ATP 結合後の
80°ステップと ATP 加
水分解後の 40°ステッ
プに分けられる [3]。
F1-ATPase の加水分解
に伴う各 サブユニット
の化学状態である回転ス
キーム(図 2)は詳細に調
べられているが、Pi解離
のタイミングについて 2
つのモデルが提出されて
いる[4]。一つ目のモデル
は図 2B に示されており、
加水分解によって生成さ
図 2 F1-ATPaseの回転スキーム 
 Aはタイムコース、B,Cはリン酸先抜け,リン酸後抜けモデルのスキームを表す。 
Adachi, K (2007) Cell 130, 309-321.より引用。 
れたPiは直ちに解離し、ADPより先にPiが抜けるのでリン酸先抜けモデルとする。二つ目のモデルは図 8Cで
示されており、加水分解によって生成したPiは加水分解後 サブユニットが120°回転した角度で解離し、ADP
より後にPiが抜けるのでリン酸後抜けモデルとする。どちらのモデルに対しても間接的に支持する研究結果が出
ている為、F1-ATPaseの回転スキームは未だ完全には決定していないと言える。 
 
2.本研究の目的と研究の進め方 
 本研究ではF1-ATPaseの回転スキームのうち完全に決定していないリン酸解離角度の決定を目的とする。実験
では、外部トルク使ってThio-Pi条件下の溶液中でF1-ATPaseに合成反応を起こし、そのトラジェクトリを観察
することで、リン酸解離角度について提出されている2つのモデルのどちらが正しいのかの根拠を得る。 
 一分子操作には通常のATPと比べて水解速度の遅いATP Sと回転電場法による外部トルクを用いる。 
ATP SはADPとThio-Piの生成物であり、ADPとThio-Piが存在する溶液条件で回転電場法によるF1-ATPase
の合成反応で生成されることを確かめた。 
図3は本研究での一分子操作によって外部トルクにより逆回転させた場合に期待される触媒状態の変化を示し
た図である。本研究ではATP , ADP , Thio-Pi 存在下の溶液条件でF1に合成方向のトルクを加える。ATP結合
待ちからの合成方向への120°逆ステップによってF1はThio-Piを結合し、合成反応を起こす。このとき、リン
酸先抜けモデルでは結合したThio-Piを直ちに合成しATP Sを生成する(図3リン酸先抜けモデル黄色の部分)。
図3 Thio-Pi存在下、回転電場法による一分子操作での触媒状態の推移 
 左はリン酸先抜けモデルに、右はリン酸後抜けモデルに対応する。3つの円はそれぞれ3つのβにおける占有状態を
示し、上に記したγの角度に対応している。反応は左上の0°から始まり白抜き矢印に沿って右下の120°で終わる。
3 段の反応はそれぞれ、加水分解による 120°ステップ、外部トルクによる 120°逆ステップ、再び加水分解による
120°ステップが順に起こる。2度目の加水分解のときに先抜けモデルではATPγSの分解がある。 
一方、リン酸後抜けモデルでは結合したThio-Piは使われず、Thio-Piが結合した とは別の で直前のATP分解反
応で生成したPiを使ってATPを生成するので、ATP Sの合成は行われない(図3リン酸後抜けモデル黄色の部分)。
このような 120°逆ステップ後のF1の加水分解による120°ステップを観察すると、Thio-Piを合成したリン酸先
抜けモデルではATP Sの分解に時間がかかるので80°の位置で止まりが見える。リン酸後抜けモデルではATP
の加水分解が起こるので80°の位置での止まりは見えないと考えられる(図3の3段目緑色で示された部分) 。
このようなステップ回転のトラジェクトリを調べ、合成反応の次の加水分解によるステップのトラジェクトリに
サブステップがあるかどうかを調べることでリン酸先抜けモデルか後抜けモデルかの根拠を得る(図4)。 
 
3.実験結果 
 本研究の実験ではF1-ATPaseの一分子観察を行った。F1-ATPaseはThermophilic Bachillus PS3由来のTF1
に一分子観察用の変異を導入した変異体を用いた。プローブには287 nmのアビジン化されたポリスチレンビー
ズを用い、F1の サブユニットの先端に付いたビーズの2量体を2000 fps の高速カメラで観察した(図5)。 
加水分解方向に回転しているF1がThio-Pi入りの溶液条件でトルクを受けて逆方向にステップし、直後に再び
加水分解方向にステップする様子を撮影する。撮影した動画から各dwellでの角度と待ち時間を得る。合成方向
への逆ステップを引き起こす為に、外部トルクはストール状態に必要なトルクの1/2~2/3程度の強さを目安に印
加した。 
期待した操作である、120°逆ステップ→80°ステップ→40°
ステップ(または120°逆ステップ→120°ステップ)に合うデー
タは4点得られた。操作に成功したと思われる4点のデータのト
ラジェクトリとdwellを図6にまとめた。粒子Hに関しては角度
分布において合成方向の外部トルクによるものと思われるATP
結合待ちを観測することができ、H-1,H-2の逆ステップ前と2つ
のサブステップ後の角度はこのATP結合待ちの角度に対応する
ものだった。本実験の結果から、4つのデータ中3つのデータで
サブステップが観測された。 
図4 一分子操作によって期待されるトラジェクトリ 
 左はリン酸先抜けモデル、右はリン酸後抜けモデルでの期待されるトラジェクトリを示す。縦軸は
回転数を表す。リン酸先抜けモデルでは120°の逆ステップの後にサブステップが見られ、リン酸後
抜けモデルでは見られない。 
図5 一分子観察の実験系 
 4.まとめと考察 
 合成方向の弱い外部トルクをかけ、偶に合成方向のステップをするような条件を作り、Thio-Pi入りの溶液条件
で120°逆ステップした粒子の観察によって、直後の加水分解方向へのステップでATP加水分解角度に相当す
る角度でのdwellを見つけた。この結果から、本研究の結論としてF1はATP結合待ちから120°の逆ステップに
よって結合したPiを直ちに合成する、というPi先抜けモデルを支持する。 
今後の課題としては、実験で得られたサブステップがATP S由来のサブステップであることを確かめる必要
がある。サブステップするデータを数十点集め、各サブステップの dwell時間の分布を取って時定数を調べる。
この時定数をATP Sの水解の時定数と比較すればよいだろう。 
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図6 Thio-Pi条件下で逆ステップした粒子のトラジェクトリ 
 横軸は時間、縦軸は回転数を表す。縦軸のメモリは120°毎に引かれている。グラフ中の緑線はATP加水
分解角度に対応する角度でのdwellを示し、そのdwellの時間は図中に示されている。 
